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《技術報告》

モノクローナル抗体を利用した新しい血清Tissue　Polypeptide

　　Antigen（TPA）測定キットの基礎的および臨床的検討

下城　恵子＊　　渡辺　直行＊

大竹　英則＊　　羽鳥　　昇＊

井上登美夫＊＊＊　遠藤　啓吾＊＊＊

酒井さおり＊　　小林真理恵＊

深沢　和浩＊＊　冨吉　勝美＊＊＊

　要旨　新しいモノクローナル抗体を利用したヒト血清Tissue　Polypeptide　Antigen（TPA）濃度測定用

Immunoradiometric　Assay（1RMA）キットプロリフィゲンTPA－M“第一”（TPA－M）が開発された．新しい

TPA－Mキットは，従来と比べてTPA濃度の測定範囲も広げられ，インキュベーション時間は2時間

に短縮された．臨床症例の検討では，転移性悪性疾患症例において血清TPAの陽性率が高く，しかも，

血清TPA濃度も高い傾向を認めること，そして悪性腫瘍の治療効果判定に利用できる可能性が示唆さ

れた．この新しく開発されたTPA－Mキットによる血中TPA濃度の測定は臨床で広く利用されると期

待される．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（核医学33：655－661，1996）

1．はじめに

　Tissue　polypeptide　Antigen（TpA）は癌関連抗原

の1つとして1957年Bj6erklundらにより同定が

され，その本質はサイトケラチンの一種で，腫瘍

組織に比較的共通に存在する1・2｝．今日，TPAは，

Carcinoembryonic　antigen（CEA）や，α一　fe　toprotein

（AFP）などの腫瘍マーカーと共に，悪性腫瘍の補

助診断および治療の経過観察で臨床的に利用され

ている．

　今回新しく複数のモノクローナル抗体を使用し

たプロリフィゲンTPA－M“第一”キットが開発さ
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れ3－－7），そのTPA－Mキットを用いてアッセイの

基礎的検討を行うと共に，悪性腫瘍を中心とした

血中TPA濃度測定の臨床的検討を行ったので報

告する．

II．対象および方法

　1．対　　象

　悪性腫瘍症例85例（女性39名，男性46名，

平均年齢61．8歳，33～85歳）うち原発性肝細胞

癌29例，転移性肝細胞癌12例，原発性肺癌8

例，転移性肺癌6例，その他原発性悪性腫瘍20

例（直腸癌3例，胃癌3例，卵巣癌5例，乳癌2

例，子宮体癌2例，悪性胸腺腫1例，悪性リン

パ腫1例，食道癌1例，脳腫瘍1例，膵臓癌1

例），原発不明の転移性悪性腫瘍10例（リンパ節

転移3例，腹膜転移2例，骨転移5例）．良性疾

患91例（女性44名，男性47名，平均年齢54．5

歳，20～85歳）うち腎不全36例，肺疾患16例

（肺結核6例，胸腺腫2例，間質性肺炎2例，肉

芽腫2例，珪肺1例，気管支炎1例，サルコイ

ドーシス1例，巨大嚢胞1例），肝疾患16例（脂
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Table　l　Intraassay　and　interassay　reproducibility　by

　　　　TPA－M

Intraassay　reproducibility（n＝10）

Mean（U〃） SD． C．V．（％）

Serum　A

　　B
　　C

134．04

30L57
983．30

3．26

9．65

1654

2．43

3．20

1．68

Interassay　reproducibility（n＝5）

Mean（U〃） SD． C．V．（％）

Serum　A

　　B
　　C

127．94

30L42
936．86

2．48

7．68

35．11

1．94

2．55

3．75
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Fig．1　Dilution　curve　of　three　different　sera　with　high

　　　TPA　values．（high　TPA　concentration，×；middle

　　　TPA　concentration▲；10w　TPA　concentration，●）

肪肝2例，肝硬変8例，肝血管腫1例，慢性肝

炎4例，肝内結石症1例），婦人科系疾患9例（子

宮筋腫6例，子宮内膜症2例，卵巣嚢胞1例），

胆嚢疾患5例（胆石症3例，胆嚢ポリープ2例），

その他の良性疾患9例（関節リウマチ1例，糖尿

病1例，高プロラクチン血症1例，切迫早産1

例，類天庖瘡1例，膵仮性嚢胞1例，甲状腺機能

充進症2例，骨嚢胞1例）であった．対照として

健常人71例（女性52名，男性19名，平均年齢

29歳，20～56歳）を加え，総計247例の血清に

おいてTPAを測定した．

　2．方　　法

　基礎的検討として，3種類の異なるTPA濃度

の血清を用いて同時および測定間におけるばらつ

きを検討する再現性試験および，TPA濃度の異な

る血清をキット添付の0濃度の標準TPA試薬で

希釈して測定する希釈試験，ならびに最小感度の

検出を行った．そして，2種類の既知TPA濃度

の血清と50，100，300，2，000U／tの標準TPA試

薬を容量比1：1の割合で混合し測定する添加回

収試験を行った．

　血清TPAの測定はプロリフィゲンTPA－M“第

一” キット（第一ラジオアイソトープ研究所，東

京）を使い，キット添付のプロトコールに従い実

施した7）．簡単に述べると，標準TPA試薬，コン

トロール試薬，検体血清または血漿を試験管に

50μ1ずつ入れ，次にヨウ化TPA抗体（L2SI）試薬

200μ1，TPA抗体付着ビーズ1個を添加し室温で

2時間振還し，生理食塩液2・mtで3回洗浄する．

その放射能量をウェル型ガンマシンチレーション

カウンターで測定し，標準曲線から検体のTPA

濃度を求めた．

　関連する血清サイトケラチン測定用キットとし

てプロリフィゲンTPA“第一”H（第一ラジオア

イソトープ研究所，東京），TPSA　IRMAキット

「メジ」（日本メジフィジックス，西宮）およびセン

トコア　シフラIRMAキット（トーレ・フジバイ

オニクス，東京）を用いて，また血中AFP，　CEA，

CA　19－9，　CA　125濃度はそれぞれAFP栄研（栄研

化学，東京），CEA栄研（栄研化学，東京），セン

トコアCAI9－9　RIAキット（トーレ・フジバイオ

ニクス，東京），セントコアCA　125　II・IRMAキッ

ト（トーレ・フジバイオニクス，東京）を用いて各

血清腫瘍マーカーの値と本キットにより得られた

血清TPAの値を比較検討した．

III．結　　果

　1．基礎的検討

　同時再現性で変動係数（C．V．）1．7～3．2％（n＝

10），測定間再現性では1．9～3．8％（n＝5）と良好な

結果が得られた（Table　l）．希釈試験ではFig．1に

示すように良好な直線性が確認された．添加回収

試験より，各標準試薬の検体からの平均回収率は
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Table　2　Recoyery　of　TPA　added　to　serum　samples　measured　by　TPA－M

Added
TPA　unit

　（u〃）

Measured
　（u！の

Recovered

　（u〃）

Recovery
　（％）

Mean
「ecove「y

　（％）

Serum　A

　0
　50
100

300

2000

108．7

155．9

208．8

403．5

2117．8

　47．2

100．1

294．8

2009」

94．4

100．1

98．3

100．5

98．3

Serum　B

　0
　50
100

300

2000

　81．3

129．8

173．0

363．1

2040．6

　48．5

　91．7

28L8
1959．3

97．0

91．7

93．9

98．0

95．2

TPA－M
lOOO．O

U／L
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　　　　　　　　　　　TPA　n　　　　　　　u／L

Fig．2　Correlation　between　TPA－M　IRMA　assay　and

　　　TPA一旧RMA．

91．7～100．5％であった（Table　2）．最小検出感度

はOU〃の標準TPA試薬を希釈液として50　U〃

の標準TPA試薬を45，40，35，30，25，20，15，

10，5U〃に希釈して各濃度について8回測定し

求められた結果，TPA濃度は30　U〃まで測定可

能と考えられた．

　241検体におけるTPA－M“第一”キット（Y）と

TPAキット“第一”II（X）との相関は良好であっ

た（Y＝1．1X－11．5，　r＝O．975）（Fig．2）．

　TPAと他の腫瘍マーカー測定キットとの相関

Sample　Numbers

15．0

12、0

9．0

6．0

3．0

O・00．0

Fig．3

25．0　　　　　　　50．0　　　　　　　75．0　　　　　　　100．O

　　　　　　　　　　　　　　　UIL
　　　　TPA　（U／L）

Distribution　of　TPA　in　healthy　subjects．

係数（r）を比較検討したところ血中TPAと血中シ

フラはr＝0．74（n＝138），TPSAはr＝0．54（n＝

66），AFPはr＝0．39（n＝74），　CEAはr＝0」8（n＝

80），CA　19－9はr＝0．29（n＝38），　CA125はr＝0．07

（n＝21）であった．

　2．臨床的検討

　1）健常人における血清TPA値

　健常人71名の血清TPA値の測定結果（Fig．3）

は0～84U〃の間に分布し，平均±標準偏差
（Standard　Deviation：SD）は25．8±18．1　U〃であっ

た．平均＋2SDは62　U／1，平均＋3SDは80．1　U／1

であったことから，cut・off値を70　U〃として検

討した．また，健常人71名の中に平均＋2SDを

超えるものが4名（5．6％），cut・off値70　U／∫を超え

るものが2名（2．8％）であった．なお性差，年齢
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Subjects
Serum　TPA（U！｜）　　　　　　　　　　　　一

切　　Mean±SD（U／1）
一　　　　　〇1　0 0（Positive　Rati。）

　　　　　　一　　　　　〇刊　O　　　　　O　　O一　　　　　匂n　O　　　　　O　　O　　　　　O　　O 8
on　　O　　　　　　　O　　O　　　　　　　O　　O　　　　　　　O　　O o．　　　　　　　　　　　　　．　　　　　±　　　　　　　　　　　　　1　　　　　1　　　　　　　　　　　　‘　　　　　．

Norma｜Subjects

（3／714．2％） ｛締晩・
28．8±18．1

Primary　Liver　Cancer

（27／2993．1％）

・・靖‖卜・・ 174．3±121．1

Metastatic　Hepatic　Tumor
■　　　　●　■　■■●　　　・　　　　　・ 965．9±1650．1

（12／12　100％）

Primary　Lung　Cancer
・　・　．・・　噌 1197．1±118．1

（7／887．5％）

Metastatic　Lung　Tumor

（6／6100％）
・　　●　　●⇔　　　　　　　　　　　● 3657．2±7586．1

Other　Primary　Malignant　Tumor
■　1●●●●●1●8　●　●　鴫　　　　■　　　　　　　　　・ 370．1±863．1

（15／2075％）

Other　Metastatic　Malignant　Tumor
●　　●●　■　8　　　　●　■　　　　●　　　　　　　　・ 677．1±1216．6

（9／1090％）

Renal　Fa｜lure
”11申㎞・・一 134．6±80．0

（30／3683．3％）

Benign　Lung　Disease
・　8．．■●●■　●　● 60．4±42．3

（5／1631．3％）

Benign　Hepatic　Disease
・　・司◆　・・8・ 98．8±61．7

（10／1662．5％）

Benign　Gynecologic　Disease

（1／9　11．1％）
●8●1　　　・ 39．4±27．0

8enign　Gall副adder　Disease
・　　　　　　　●■　●　　　　　． 29．2±20」

（0／5　0％）

Other　Benign　Disease

（4／9　44．4％）

・　　喝　・　　　　…　　　°
84．9±79．0

Fig．4　Serum　TPA　values　in　247　subjects　including　85　malignant　diseases，91　benign　diseases

　　　and　71healthy　subjects．

差，喫煙の有無，血清と血漿の比較について有意

な差は認められなかった．

　2）各種疾患における血清TPA値

　対象となった疾患でのTPAの陽性率は悪性腫

瘍症例全体で89．4％（76例／85例）で，原発性肝細

胞癌93．1％（27例／29例），転移性肝細胞癌100％

（12例／12例），原発性肺癌87．5％（7例！8例），転

移性肺癌100％（6例／6例），卵巣癌60％（3例／5例）

であった．症例数の少ない検討ではあるが直腸癌

66．7％（2例／3例），胃癌100％（3例／3例），乳癌

100％（2例／2例），子宮体癌50％（1例！2例），悪性

胸腺腫100％（1例！1例），悪性リンパ腫0％（0例／

1例），食道癌100％（1例／1例），脳腫瘍1009・（1

例！1例），膵臓癌100％（1例／1例），リンパ節転移

100％（3例！3例），腹膜転移100％（2例／2例），転

移性骨腫瘍100％（5例／5例）であった．
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Fig．5　Time　course　of　serum　TPA，　CA15－3　and　CA　l　25

in　a　patient　with　ovarian　cancer．（ロ，　serum　TPA

measured　with　TPA－M　IRMA；●，　serum　TPA

measured　with　TPA一旧RMA；▲，　serum　CA15－3；
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Fig．6　Time　course　of　serum　TPA　and　CAl5－3　in　a

patient　with　metastatic　bone　disease　of　breast

cancer．（口，　serum　TPA　measured　with　TPA－M

IRMA；●，　serum　TPA　measured　with　TPA－II

IRMA；▲，　serum　CA15－3）

　一方，良性疾患症例全体ではTPAの陽性率は

54．9％（50例／91例）で，腎不全83．3％（30例／36

例），肺疾患3L3％（5例／16例），肝疾患62．5％（10

例／16例），婦人科疾患11．1％（1例！9例），胆嚢疾

患0％（0例／5例），その他良性疾患44．49。（4例／9

例）であった．肝疾患，腎不全で血中TPA濃度が

比較的高値を示した（Fig．4）．

　3）症　　例

　悪性腫瘍の治療に伴って血清TPA値の減少が

認められ，血清TPAの観察が治療効果の評価

で，臨床的に有用であると考えられた2症例を呈

示する．

　症例1

　57歳女性．左乳癌術後経過3年目で，新たに

原発性卵巣癌が認められた．血清TPA値は119

U／1から304U／／と上昇を示した．付属器および

子宮広範囲切除手術が施行され，その後，血清

TPA値は139　U！tに低下した．残存癌がX線CT

上認められ，化学療法が併用され，サイクロファ

スファミド500mg，シスプラチン400　mg，アド

リアマイシン70mg施行後，血清TPA値は59　U／

’と正常範囲へ低下し，さらに2回目の化学療法

の後ではX線CT上残存癌は縮小を示し，血清

TpA値は29　U〃まで低下した．　TPA－M　IRMAお

よびTPAキット“第一”IIで測定されたTPA値

はほぼ一致していた．また，CA15－3および

CA　125の経過はTPAのそれとほぼ同じであった

（Fig．5）．

　症例2

　37歳女性．乳癌術後経過4年目に腰痛を認め，

骨シンチグラフイにて肋骨，胸椎および腰椎に骨

転移所見を認め化学療法（5－FU　540　mg＋ファルモ
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ルビシン54mg＋デカトロン8mg）が施行され

た．しかしながら，血清TPA値は1，247　U／tと高

値を示した．持続する腰痛等臨床所見は改善を示

さず，2回目の化学療法（デカトロン8mg＋ノバ

トロン14mg）が施行された．その後，血清TPA

値は305U〃に低下し，さらに放射線治療が併用

され，総線量40Gyの時点で腰痛等臨床症状およ

び骨シンチグラフィでの骨病変のトレーサの取り

込みも改善を示し，TPA値も90　U／1と低下を示

した．CA15－3の経過とくらべてTPAは，比較的

早期に低下を認めた（Fig．6）．

Iv．考　　察

　新しく開発されたプロリフィゲンTPA－M“第

一” キットの基礎的検討では，同時再現性試験お

よび測定間再現性試験，希釈試験そして添加回収

試験において良好な結果が得られた．現在使用さ

れているプロリフィゲンTPAキット“第一”Hと

も良好な相関を示し，血清TPAの測定範囲はこ

れまでの2，000U〃から4，000　U〃と広がり，臨床

上検体の希釈頻度が少なくなることが予想され

る．また，反応時間もこれまでの2ステップオー

バーナイト法から1ステップ2時間に短縮され，

特にキットの操作性が改善された．

　他のサイトケラチン関連腫瘍マーカーキットと

の比較ではシフラと相関を認めた．シフラキット

もTPAキットもサイトケラチンを認識するが，

シフラキットはサイトケラチン19を，TPAキッ

トはサイトケラチン8，18および19を認識する

ことが報告されている7）．

　悪性腫瘍全体では89．4％（76例！85例）と高い陽

性率を示した．ただし，良性肝疾患や腎不全で血

中TPA濃度の上昇がみられるのは以前から報告

されているとおりである4）．転移性悪性腫瘍例で

は血清TPA値は96．4％（27例／28例）のより高い

陽性率を示し，またその濃度は原発性悪性腫瘍の

TPA陽性症例よりも高い傾向にあった．また，症

例呈示でも認められたように臨床症状の改善とと

もに，血清TPA値の低下も認められ，臨床上血

清TPAの測定は転移性悪性腫瘍診断の一助とな

りえ，また，治療効果判定のモニタリングマー

カーとなりえると考えられた．
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Summary

A　Basic　and　Clinical　Evaluation　of　a　New　lmmunoradiometric　Assay　Kit

　　　　　　　　for　Human　Serum　Tissue　Polypeptide　Antigen（TPA）

　　　　　Keiko　SHIMoJo＊，　Naoyuki　WATANABE＊，　Saori　SAKAI＊，　Marie　KoBAYAsHI＊，

Hidenori　OHTAKE＊，　Noboru　HAToRi＊，　Kazuhiro　FuKAsAwA＊＊，　Katsumi　ToMIYosHl＊＊＊，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tomio　INouE＊＊＊and　Keigo　ENDo＊＊＊

＊Div’∫’o〃of　Diagnostic　Nuclear〃e4輌dηε，　G顕〃10伽vεr吻5c加o∫0∫〃θ4輌c輌ηε

　　　　　　　　　　　　　　　　　＊＊Tan‘，6eneral　Hospitat

　＊＊＊De1）αrr〃len’6ゾ〃uc’ear〃edicine，　G姻㎜σηivεr∫輌ry∫c加010∫〃ε∂icine

　A　new　immunoradiometric　assay　kit（IRMA）of　hu－

man　serum　tissue　polypeptide　antigen（TPA）based　on

combination　monoclonal　antibodies　was　evaluated．

Using　a　new　TPA－IRMA，　the　procedure　of　TPA　mea－

surement　was　faster　and　the　range　of　measurement

was　more　wide　than　a　conventional　TPA－IRMA．89％

（76／85cases）of　patients　with　malignant　tumor　and

96．4％（27！28）of　patients　with　metastatic　malignant

tumor　were　positively　detected．

　This　assay　of　new　TPA－M　kit　is　sensitive　to　the

level　of　serum　TPA　which　is　corresponding　to　a

therapy．

　It　is　concluded　that　a　new　TPA－IRMA　is　very　useful

in　monitoring　and　assessing　malignant　tumors．

　Key　words：　Monoclonal　antibodies，　TPA，

lRMA．
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